Identificação e caracterização de microssatélites de Coffea arabica a partir de dados de sequenciamento de RNA e de BACS. by SILVA, B. S. R. da et al.
                                                                                                                                VIII Simpósio de Pesquisa do Café do Brasil                           
                        25 a 28 de novembro de 2013, Salvador – BA                         
 
IDENTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE MICROSSATÉLITES DE COFFEA 
ARABICA A PARTIR DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO DE RNA E DE BACS 
 
 
Bruna Silvestre Rodrigues da Silva1; Sandra Bellodi Cação2; Suzana Tiemi Ivamoto3; Juliana Costa Silva4; Douglas 
Silva Domingues5; Luiz Filipe Protasio Pereira6 
 
1Bolsista Consórcio Pesquisa Café, Londrina – PR, brunasilvestrerodrigues@hotmail.com 
2Pesquisador, Dr, Agronomia – UEL, Londrina – PR, sandracacao@sercomtel.com.br 
3Doutoranda de Genética e Biologia Molecular – UEL, Londrina – PR, suzanatiemi@yahoo.com.br 
4Técnico Bolsista de Bioinformática, Iapar, Londrina – PR,  jujucostasilvaanalise@gmail.com 
5Pesquisador,  Dr, Instituto Agronômico do Paraná , Londrina - PR, doug@iapar.br  
6Pesquisador, Dr, Embrapa Café, Brasília – DF, filipe.pereira@embrapa.br 
 
RESUMO: O café é uma das principais commodities agrícolas mundiais, sendo consumido regularmente por 40% de 
toda população. As espécies, Coffea arabica L. e Coffea canephora P. são as de maior importância respondendo por 
65% e 35% da produção mundial, respectivamente.  Em C. arabica, o desenvolvimento de novas cultivares é demorado, 
podendo levar mais de 20 anos para finalização dos trabalhos. Além disso, estreita base genética de C. arabica dificulta 
a obtenção de cultivares resistentes a várias pragas e doenças, assim como uma maior tolerância a estresses abióticos. A 
utilização de marcadores moleculares para análise da diversidade e seleção de genótipos representa uma importante 
ferramenta para auxiliar o melhoramento e tentar diminuir esses problemas. Neste trabalho foi realizada identificação e 
análise in silico de SSR’s a partir de dados de RNA-seq de Iapar 59 e de sequências de BACs de Hibrido de Timor 
832/2 (CaHT). Para Iapar 59 foram analisados 77 contigs, encontrados 39 SSR’s e desenhados 21 pares de 
oligonucleotídeos. Para CaHT foram analisados também 77 contigs, encontrados 35 SSR’s e desenhados 29 pares de 
oligonucleotídeos. Os motivos com maior frequência foram di, tri e tetranucleotídeos, sendo (AT)n o motivo mais 
frequente entre os dois genótipos. Esta busca de sequências repetitivas é de grande importância para futura validação e 
aumento desses marcadores para estudos de diversidade genética, mapeamento, e associação com características 
agronômicas de interesse. 
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IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF COFFEA ARABICA 
MICROSATELLITE FROM RNA SEQUENCING DATE AND BACS 
 
ABSTRACT: Coffee is a main agricutural commodity worldwide and is regularly consumed by 40% of the entire 
population. The species Coffea arabica L. and Coffea canephora P. are the most important, responsible for 65% and 
35% of the world production, respectively. The development of new cultivars of C. Arabica is prolonged, can take up to 
20 years to finally complete the work. Furthermore, the narrow genetic base of C. Arabica is a bottle neck to produce 
cultivars with resistance to various pests and diseases, thus as greater tolerance to abiotic stresses. The use of molecular 
markers for analysis of diversity and selection of genotypes can be an important tool for the breeding programs in order 
to try to reduce these problems. In this work we started the in silico identification and analysis of SSR’s from RNA-seq 
data of  Iapar 59 and  BACs sequences from the  Hybrid Timor 832/2 (CaHT). For Iapar 59, 77 contigs were analyzed, 
39 SSR’s were found and designed 21 pairs of primers. For CaHT 77 contigs were analysed, 35 SSR’s were found, and 
designed 29 pairs of primers. The motifs most frequently observed were di-, tri-and tetranucleotide, being (AT)n the 
motif most frequent between the two genotypes. This search for repetitive sequences is of great importance for future 
validation and increase of these markers for genetic diversity studies, mapping, and association with agronomic traits of 
interest.  
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INTRODUÇÃO 
 
 O café é uma das principais commodities agroindustriais de países em desenvolvimento e uma das mais populares 
bebidas não alcoólicas. Seu consumo abrange regularmente 40% da população mundial (FITTER; KAPLINSKI, 2001), 
sendo o Brasil e os Estados Unidos os dois maiores consumidores. O Brasil é também o maior produtor e exportador 
mundial de café, e a região centro-sul de minas gerais o maior estado produtor com 52,0% na produção nacional 
(CONAB., 2012).O cultivo no Brasil é em sua maior parte de C. arabica, com cerca de 70% da produção, e o restante 
de  C. canephora (30%) (International Coffee Organization, http://www.ico.org; CEPLAC., 2010). 
Para assegurar o poder comercial competitivo do café no país, os programas de melhoramento genético estão sempre 
buscando produzir cultivares mais adaptados a bióticos e abióticos que podem prejudicar a cafeicultura, assim como 
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investir na produção de cultivares com qualidade e sabor superior. Além disso, os mercados exigem cada vez mais 
esforços para o desenvolvimento de cafés de melhor de qualidade (BARUAH et al., 2003).  
Estudos anteriores sobre a caracterização do germoplasma de C. arabica, incluindo análises usando marcadores 
moleculares relataram a baixa diversidade genética de C. arabica tanto de genótipos selvagens como cultivados (SERA 
et al., 2003). As justificativas para a estreita base de diversidade genética incluem a recente origem da espécie, sua 
reprodução preferencialmente autógama, e o limitado histórico de dispersão. Além disso, o café é uma cultura perene 
que exige três anos de crescimento, até a plena maturidade (MENDES E GUIMARÃES., 1998), sendo preciso pelo 
menos 20 anos para obter uma nova cultivar. Portanto a utilização de ferramentas como os marcadores moleculares é 
uma ótima opção, pois permite identificar a variabilidade genética do cafeeiro e a seleção precoce de características de 
interesse com menor custo e tempo. Dentre os marcadores moleculares atualmente disponíveis, Simple Sequence 
Repeats (SSR’s) ou microssatélites, são sequências de DNA compostas por curtas repetições em tandem em um dado 
loco (TAUZ and RENZ., 1994) e possuem propriedades que fazem deles um dos mais informativos e versáteis 
marcadores de DNA usados em pesquisas genéticas de plantas (CSENCSICS; RODBECK AND HOLDEREGGER.,  
2010). 
Visando o desenvolvimento futuro de marcadores SSR’s para café, este trabalho tem como objetivo realizar uma análise 
in silico a partir de dados de transcriptoma (RNA-seq) da cultivar Iapar 59 e a partir de sequências de C. arabica  832/2 
(Híbrido de Timor-CaHT). Nesta análise foram identificados, caracterizados e desenhados pares de primers para os 
motivos SSR’s encontrados para posterior validação e estudos de diversidade genética, mapeamento e associação com 
características agronômicas de interesse, pois apesar da importância econômica de C. arabica poucas informações de 
mapeamento estão disponíveis. 
 
MATERIAL E MÉTODOS 
 
Foi realizado previamente o sequenciamento do transcriptoma (RNA-seq) de Iapar 59 e de sequências de BACs de 
CaHT832/2, utilizando a tecnologia Illumina HISEQ. 
A análise in silico foi feita em 32.000 contigs de Iapar 59 obtido a partir de sequenciamento de transcriptoma e em 180 
contigs genômicos de CaHT. 
O programa utilizado para a busca de sequências repetitivas foi Gramene Ssrtool (http://www.gramene.org) 
desenvolvido por Cartingour e usado por Poncet et al. (2006) e Baruah et al. (2003). Os parâmetros do programa foram 
definidos para a detecção de motivos mono-, di-, tri-, tetra-, penta- e hexanucleotídeos com número mínimo de 3 
repetições. Além disso, os motivos foram filtrados para a anotação com unidade mínima de repetição descrita a seguir: 
10 unidades de repetição para mono-, 5 unidades de repetição para di-,  4 unidades de repetição para tri-, e 3 unidades 
de repetição para tetra-, penta e hexanucleotídeos. Pelo programa Primer 3 (ROZEN and SKALESHY., 2000) como 
descrito por Varshney et al. (2002); Baruah et al. (2003) (http://www.fokker.wi.mit.edu/primer3/), e pelo programa 
Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) foi 
realizado o desenho e a escolha dos  primers.  
Os SSR’s foram caracterizados de acordo com as unidades de repetição, e a frequência com que os motivos ocorreram 
no genoma da espécie.  
 
RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
A montagem dos dados de RNA-seq de Iapar 59 formou 32.000 contigs. Destes, 77 com tamanho entre 6.616 KB a 
12.891 KB foram analisados. Foram encontradas sequências repetitivas em 39 contigs e foram desenhados 21 pares de 
primers. Para as sequências de HT 832/2 foram montados 180 contigs. Destes, 77 com tamanho entre 934 KB a 38.402 
KB foram analisados, 35 continham sequências repetitivas e dessas, 29 pares de primers foram desenhados. 
Os motivos mais abundantes obtidos da análise in silico dos cultivares de C. arabica foram di, tri e tetra, enquanto penta 
e hexanucleotídeos foram encontrados em números insignificantes. 
Para Iapar 59 os dinucleotídeos foram mais frequentes com 57,14% do total de motivos identificados, enquanto que 
para CaHT os mais frequentes foram tri e tetra representando 40,74% cada (Tabela 1). Foram anotados os maiores 
motivos encontrados, isso por que quanto mais unidades de repetição, mais oportunidades para que o slippage ocorra 
durante a replicação. Portanto, loci com grandes números de repetições, são mais polimórficos (ELLEGREN., 2004). 
Assim, os motivos SSR’s encontrados variaram de 3 a 9 unidades de repetição como representado na tabela 4. 
Esses resultados estão de acordo com Morgante and Olevieri. (1993) que descreveram que repetições di e tri são 
amplamente distribuídas em plantas. Similarmente Aggarwal et al. (2007) relataram que em geral os marcadores SSR’s 
desenvolvidos em Coffea sp. são principalmente compostos por repetições di- e trinucleotídeos. 
Em análise in silico de sequências expressas (EST’s) de folhas e frutos de C. canephora (Poncet et al., 2004)  
demonstraram que motivos  tri- foram  mais abundantes, seguidos pelos di- e hexanucleotídeos. Poncet et al. (2006) e 
Pereira et al. (2011) mineraram SSR’s a partir de EST’s  demonstrando que motivos trinucleotídeos também foram mais 
abundantes que dinucleotídeos como observado em nossos resultados de CaHT. 
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   Tabela 1. Frequência dos motivos encontrados em 
contigs de Iapar 59 e Híbrido de Timor. 
                                                          
 
Tanto para Iapar 59 quanto para CaHT o motivo mais abundante foi da classe (AT)n (Tabelas 2 e 3). Os resultados 
obtidos para ambas cultivares neste estudo reforçam o que foi descrito por Cardle et al. (2000) e La Rota et al. (2005),  
no qual os motivos poli AT são os mais  encontrados na maioria dos genomas de plantas. Além disso, a classe (AT)n foi 
um dos mais frequentes dinucleotídeos relatados por Aggarwall et al. (2007).  
   Dos motivos encontrados em bancos de dados EST’s do café, as classes (AT)n, (TC)n, (GA)n, e (TA)n foram frequentes 
no trabalho de Pereira et al. (2011) além de terem demonstrado polimórficos em C. arabica (Tabela 2). 
                           
                   Tabela 2. Caracterização dos motivos SSR’s encontrados 
para Iapar 59. 
   
 
                                                                 Tabela 3.  Caracterização dos motivos SSR’s encontrados                             
para CaHT. 
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                                    Tabela 4. Caracterização dos motivos SSR’s quanto ao tamanho da 
unidade de repetição. 
 
                                                           *quantidade de motivos SSR’s encontrados 
 
 
 
CONCLUSÕES 
 
A análise in silico foi eficiente para a busca e caracterização de marcadores microssatélites para a espécie C. arabica. 
Foram desenhados 21 primers para Iapar 59 e 29 primers para Híbrido de Timor para que sejam validados aumentando 
assim, o número de marcadores informativos em cultivares comerciais de C.arabica. Assim, posteriormente os primers 
validados serão utilizados em estudos de diversidade genética, mapeamento e associação com características 
agronômicas de interesse. 
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